




Screening of Antimutagenic Capacities of.Spices and Crude Drugs　　　　　　　
based on the Suppression of SOS Responses
Hideo ESAKI and Hiromichi Onozaki
The　bio-antimutagenic　and　desmutagenic　capacities　of spices　and　crude　drugs　were
assayed　by monitoring the　suppressive effect on 比e SOS-function-inducing activity　inEscherich
猷colt  PQ  37.
The extracts from “sansho ”， “eijitsu"，hop and “kujin" showed moderate bio-antimutagenicactivities.
 In addition,  it was found that caraway, oregano,
 sage and thyme possessed con-siderable capacities of inactivating the mutagenicity




等の環境要区|が考えられるが,   Wynder 引 臨 食物および食生活が発癌に大き《 関与して











食 品 の 調 理 や 加 工
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また更には，いったん変異原によってDNA に損傷が生じ た細胞のDNA 修復や複製プ
ロ セ ス に作 用 し て突 然 変 異誘 発 頻 度 を低 下 さ せ る 働 きを もつ 抗 突然 変 異物 質
(Bio-antimutagen    )) の研究 も活発に行 われて きた。Bio-antimutagen の報告としては，1977
年のMeyn らによるアンチパインツ∩978 年 の賀肛 兼松による塩化 コバルト21)に始
まる。その後，日常我々が利用している食品，香料，生薬，その他の天然物から検索が行
われ，カフェイン　仁 一ヒづ22) 桂皮 アルデヒド( 生薬)ヲ)エンメイン( 生薬)T) タンニ







実 験 方 法
帽 試 薬 類
ア ン ピ シ リ ンは 明 治 製 薬 ㈱ の 注 射 用 ビ ク シ リ ン を使 用 し た。 Bacto tryptone お よ びBac-to yeast extract
はDIFCO 製 を,   terト ブ チ ル ハ イ ドロ パ ー オ キ サ イ ド （BHPO ） は 片 山 化 学
工 業 ㈱ 製 を ， ま た ，一二 ト ロ フ ェ ニ ル ー斤D －ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （OXPG ） は シ グ マ 社
製 の 試 薬 を 用 い た。 そ の 他 の 試 薬 は す べ て 和 光 純 薬 工 業 ㈱ の特 級 品 を使 用 し た。
2 ）試料および試料溶液の調製
本礼 験に使用した香辛料22 種（Table 1 ）および生薬26 種（Table 2 ）は，主に高砂香
料工業㈱より供与された物である。一部の試料は小売店より直接購人した。試料は乳バチ
およびコーヒーミルで粉末化しか。各粉末試料l.Og を秤量し，こ れに50％エタノール溶
液5.0m £を加え，時々攬絆しながら20 °Cで2 週間放置することにより抽出を行った。遠心

































Pimenta　d 主oica （L 。）Merr
Carum　carvi　L 。
Elettaria　cardamomum(L 。)Maton　　　　　　　　







Cum 主num　cymin 狸m!L 。w
Anethum raveolens　L 。
All 土urn　忽a七ivum L 。
Lauros　nob ±1 主s　L 。
竪e. 往tica ゴragran 旦Houtt
Origa 旦四ma ユorana   L ．
雙yrist 主ca　fr 亘豆亙亘旦s    Houtt
Origan 四vulgare   h ．
Cap 旦主Ξ型匪　fr 竺t 旦旦ce 旦旦　L. var　 ヨ三oso 里　Ba 主]LeyCapsi<
ヨ 亘an 琶jum L ．
Salvia　off 主c主nalis　L 。
Zantho :Lum　piperi ニ白豆!(ii。)DC





 col汗0  37株 （PQ 37菌）を用いた。抗変異原性の測定としては，太［日ら32
］が報
告しかPQ 37 菌のSOS 反応を指標とした変異原性物質の検出法を応用することにした。
先ず，PQ 37 苛は,   20がQ/ぶのアンピシリンを含かLB 培地 口%  Bacto tryptone, 0.5％Bacto




にUV    (15W 殺菌灯，照射時間20秒，照射距離33cm ）を照射した後，その0。5記をL 字型
試験管に分注しか。この菌液にサンプル溶液50列 および新たなLB 培地4.5m£を加え, 37°C
で2 時間培養しか。その後，600nm で苛濃度を測定するとともに，β－ガラクトシダーゼ
およびアルカリホスフ ァターゼ活性を測定した。
























































工nula  'he 工enium L.










蝕 匹 竺 旦 註 五回lica   L．
Ma 七ricar 土a　chamom 土工工a　L。
Poncirus　tr 土folia 七a（L 。）Raf 土n 。
Ch san 七hemum mori foliom Hems 工。
Sophora　f 工avescens　Ait 〇n
-
Prunus　armeniaca　L 。　var 。　ansu Max 主m 。
Glechoma　hederacea　L ．var  grandis
一　 一
Moms　a 工ba　L 。
A 工P主nia　ka 七sumada 主　Hayata-
Eucommia　ulmoides　O エiv 。
Angel 土ca　sinensis （O 王iv。）D主e工s
Arc 七〇s七aphy 工OS　uva －urus 土（L ．）Sprenge 工
Alp 主nia　oxyphylla  M 主q ・-
の黄液l.Omi を試験管に分注し，ここに変異原溶液50 パ(BHPO,30 舶) とサンプ ル溶液^O
列 を[司時に加えた。 37°Cで]。時闘培養を行った後，その0.5縦をL 字型試験管に移し，




万一ガラクトシダーゼ活性の測定川 は,    2時闘培養後の黄液Oレlm辺を用いて行った。この
黄液OレLm哲二Z一緩衝液(60mM  ‰2HP04 ／)mM  NaH?P04,  lOmM  KCl  1 mM  MrSOa,dH  7.0)0
。9記を力口え，更にOレL％SDS 溶液50列 とクコワホルム50列 を添加し，ミキサーにて激し
《 攬絆することにより細胞膜を破壊 しか。 28°Cで]0 分潤温置しか後，基質となるONPG　
けmg/ 尚O 。2ぜを加え，詣でで30分問酵素反応を行った。1  M 炭酸ナトリウム溶液l.Omi
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SOS 反応抑制を利用しか香辛料および生薬の抗変異原性の検索
A log phase culture   of PQ 37     (5 ml)
uv irradiation
15－W germicidal lamp
irradiation  time 20sec　　　irradiation length
33cm




←Sample    (50  μ! ）
←fresh LB medium    (4.5  ml)
incubated at   21 °C for 2hrs
Assays for B －galac七〇sidaseand alkaline phosphatase
OD4 20 and OD550
A log phase culture of PQ 37    (1ml)
べ: BHPO    （30 pg／ 50 μl)
Sample   （50 μi）
incubated a 七37 °C for Ihr




←fresh LB medium    （4.5  ml)
incubated a 七37 °C for 2hrs
Assays for e －galactosidaseand alkaline phosphatase
0^420 and OD550
(　Bio-antimutagen　)　　　　　　　　　　　　　　　　　(Desmut)gen　)
Fig. 1　　Assays for antimutagenic capacities of spices and crude drugs.
を加えて反応を停止させ,   420nm および550nm での吸光度を測定した。
また アルカリ ホ スファタ一ゼ活性 の測定謝 は，z 一緩衝 液の代り にトリ ス緩衝 液
（工M Tris-HCl, pH8.8 ）を用い,片 二トロフェニルりん酸2 ナトリウム塩（PNPP,
  4 mq/ぽ）
を基質として,β－ガラクトシダーゼ活性測定の場合と同様の操作を行
った。2 M 塩酸0。5ぱ









件を先ず検討した。 LB培地にて一夜前培養しか定常期のPQ 37 菌は，
さらにそのOよIぼを，LB







































Fig. 2　Growth curves of Esche言chia coli PQ 37 cultured in LB　　　　medium.
Volume of PQ 37 precultured solution 六 国 一国1 ．0

























Fig. 3　Effect of uv irradiati皿time on the SOS function indue-　　　　　ing activity.
離33cm）を0,   15,  20,  25および30秒間それぞれの菌液に照射した。照射済みの苛液0 。5ぼ
をLB 培地4.5 ぶ（L 字型試験管）に加え,   37°Cで2 時間培養しlac Z 遺伝子の発現を行わ




SOS 反応抑 制 を利 用 した香辛 料お よび生 薬の抗 変 異原性 の検索
ゼの単位菌体当たりの酵素量（P 値）も求めた。次にこの両者の比（β/P 値）を計算し，UV
照射を行 わなかった対照群でのβ／P 値を1 として,
 uv 照射した処理群のβ／P値をSOS
induction factor として算出しか。この結果をFig. 3 に示 しか。この図から明らかな
ようにSOS 反応の誘発活性は，照射時 間とともに増大し，照射時間20秒
が極大を示し，
その後多少減少しか。従って，以後のBio-antimutagen 活性測定においては,  SOS indue-tion factor
値が最も高い条件，すなわちUV 照射時間20秒を変異原処理の条件
とした。
Desmutagen 活性測定には変異原としてBHPO を用いた。そこで，BHPO を変異原とし
た場合のSOS 反応の誘発活性を測定することにした。対数増殖期のPO 37 菌LO
ぷずっを
内径1.8cm の試験管に分注し，ここにDMSO に溶解した種々の濃度のBHPO をbO列 ずつ
添加した。 37°Cで1 時間インキュベートすることにより,
  PQ 37菌のSOS 反応を誘発させ
た。その後，各誌験管よりO 。5ぷずっ を取り出し,
 uv を変異原とした場合と同様の方法
で各BHPO 濃度におけるSOS induction factor 値を求め，その結果 をFig. 4 に示しか。BHPO























加八-Butyl hydroperoxide     （ug/ml ）
Fig. 4 Effect of tert-butyl hydroperoxide concentration on the　　　SOS function inducing activity.
3 ）Bio-antimutagen 作用
Table 川こ示さ れる香辛 料22 種類 の抽出物を試料 として，Fig. 1 に示寸方法にて，Bio-antimutagen
活性を測定した。サンプル溶液の代りに50％DMSO 50 列 を添加した場合









出物は,   600nm で菌濃度を測定する際，菌凝集物を形成し沈殿を生成して
いた。そこで，
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crudekind ofof differentcapacitiesFig. 6 Bio-antimutagenic　　　drugs.
314 －-




サンプルは,   8種類であった。活性測定が可能であった18種類のなかでは，宮実，ホップ
および苦参加約20％の抑制効果を示しか。
4 ）Desmutagen 作用
香辛料22 種類の抽出物のDesmutagen 活性をFig丿 に示す方法にて測定し，その結果をFig.
 7 に示しか。 Bio-antimutagen活性測定の場合と［司様川　6 種類の香辛料抽出物 は，
強い菌凝集作用を示し,   600nm での正確な菌濃度を測定することが不可能になり，単位
菌体当たりの酵素量を求めることができなかった。活性測定ができた香辛料のなかでは，
ギャラウェ イ，ディル，マージョラム， オレガΛ セージおよびタイムがDesmutagen 効
果を示しか。特にセージは約40 ％の変異原不活性化作用を示しか。











































































































これは変異原によってすでにDNA に損 傷を受けた細胞のDNA 修復々複製過程に作用し
て，突然変異誘発頻度を低下させる物質である。そこで著者らは，今［目香辛料および生薬






たるまで，その細胞のDNA が損傷を受 けると，これに対処するために「SOS 反応」と呼
－316 －
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ばれる様々な応答反応 が起る。本実験に用いた大腸菌PQ 37 株も，正常細胞においては，SOS
遺伝子群 の発現は，リプレッサー蛋白（lex A 遺伝子産物）によって抑制されている。
しかし，変異原物質等 によりDNA が損傷を受けると，これがシグナルとなってRec A 蛋
白（rec A 遺伝子産物）が活性化されてプロテアーゼ活性を有することになる。その結果，
このRec A 蛋白がリプレッサー蛋白を分解し,   SOS 遺伝子群の発現をひき起すことにな
るのである。この場合,   SOS 修復に直接関与するumu  C, D 遺伝子の発現も同時に起り，DNA
修復が開始されるのである。しかし，このSOS 修復では応急のDNA 修復が行 われる
反面，そのDNA 修復過程では誤りも生じやすく，結果として突然変異が高頻度に起
るこ
とになる。従って，こ のSOS 修復の誘導を阻止（抑制） する物質が,
   Bio-antimutagenに
なりうると考えられる。
ところで，このPQ 37 菌（su／A :：lac Z,貢, 皿f  A, Pho^）は，SOS 遺伝子の1 つ（su/A




ラクトシダーゼ量を測定 することにより,   SOS 修復遺伝子の発現量を知ることが可能で











変異原処理においては(Fig.  3  ),   SOS induction factor値が最も高い，すなわちDNA

















そこで，BHPO の各濃度におけるSOS induction factor を測定したところ ㈲g





化コバルト21)を用いて，その活性を調べた。 UV 照射(20 秒間) しか菌液O
。5ぶに塩化コ
バルトを0,    0.5,   LO,   1爪2.0,    2.5mgを加え,   Fig.乱こ示される方法にてBio-antimu-
江　崎　秀　男 小野 崎　博　 通
tagen活性を測定したところ，それぞれの添加量におけるRelative SOS induction factor値
は,   100，84,   59，33，5.9,   3.2％を示しか。この結果は，塩化コバルト添加量が多くな
ると，より強いBio-antimutagen 活性が発揮されることを示している。そこで，実際に
香辛料および生薬より50 ％エタノール抽出物 を調製し，この抽出物の50％DMSO 可溶部








）。特 に，抗酸化 匪が強いと報告されているセージ31）は，有効的に変異原 （BHPO ） の
不活性化に作用したように考察される。生薬のDesmutagen 活性測定においては，非常に
多《 のサンプルが菌凝集作用を示しかため,   12種類の抽出物のみ滑 匪を測定することが可
能であった。 Fig. 8の結果より，カシューおよび桑白皮が変異原不活性化作用を有するこ
とが判明し か。（なお，Fig. 5 からFig. 8 の中で,   Relative SOS induction factor値がコン
トロールの100 ％より高い値を示しているサンプルが認められるが，特に,   Fig. 8 の根殻
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